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64 Antibiotische Anthracyclinglycoside.

@ Es werden Anthracyclinglycosidantibiotika mit der o]
Formel IV, worin R = -CO-CH,OH, -CHOH-CH3,
-CO-CH; oder -CH,CH; bedeutet, beschrieben. Ihre
Herstellung beruht auf der Fermentation mit dem Mikro- “oH
organismus Micromonospora peucetica sp. nova ATCC
31366. Die Anthracyclinglycoside zeigen Antitumor-

und antibakterielle Wirksamkeit. OCH 0 OH =
3 0
3
NHZ

OH
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PATENTANSPRUCHE
1. Antibiotische Verbindungen der Formel
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ocH, O O { (I-IV)
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OH

worin R-CO-CH:-OH, ~-CH(OH)-CHs, -COCHs oder
_C2Hs bedeutet, oder ein nichttoxisches pharmazeutisch ver-
wendbares Siureadditionssalz davon.

2. 11-Deoxydoxorubicin der Formel I, worin R die Bedeu-
tung CO-CH:-OH hat oder ein nichttoxisches pharmazeu-
tisch verwendbares Siureadditionssalz davon, als Verbin-
dung gemiss Anspruch 1.

3. 11-Deoxy-13-dihydro-daunorubicin der Formel 1,
worin R die Bedeutung -CH(OH)~-CH3 hat oder ein nicht-
toxisches pharmazeutisch verwendbares Séureadditionssalz
davon, als Verbindung gemiss Anspruch 1.

4. 11-Deoxydaunorubicin der Formel III, worin R die
Bedeutung CO-CH; hat oder ein nichttoxisches pharmazeu-
tisch verwendbares Siureadditionssalz davon, als Verbin-
dung geméss Anspruch 1.

5. 11-Deoxy-13-deoxodaunorubicin der Formel IV, worin
R die Bedeutung ~C2Hs hat oder ein nichttoxisches pharma-
zeutisch verwendbares Siureadditionssalz davon, als Verbin-
dung gemiss Anspruch 1.

6. Mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von anti-
biotischen Verbindungen der Formel I-IV gemiss Anspruch
1, worin R die im Patentanspruch 1 angegebene Bedeutung
hat, dadurch gekennzeichnet, dass man den Mikroorga-
nismus Micromonospora peucetica sp. nova ATCC 31366
unter aeroben Bedingungen in einem wissrigen Kulturme-
dium, das eine assimilierbare Kohlenstoffquelle, eine assimi-
lierbare Stickstoffquelle und Mineralsalze enthélt, kultiviert.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass man bei einer Temperatur von 25 bis 37°C bis 30 Tage
lang und bei einem pH-Wert von zuerst 6,5 bis 7,0 und am
Ende der Fermentation von 6,5 bis 8,0 arbeitet.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 oder 7, dadurch
gekennzeichnet, dass man die antibiotischen Verbindungen
der Formel I-1V, worin R die im Anspruch 1 genannte
Bedeutung hat, aus der Fermentationsmasse, dem abge-
trennten Mycel oder der filtrierten Briihe extrahiert.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass man die antibiotischen Verbindungen
der Formel I-1V, worin R die im Anspruch 1 genannte
Bedeutung hat, durch Sdulenchromatographie auf Silikagel
in dessen vier Anthracyclinglycosidkomponenten, nédmlich
die Glycoside A, worin R = -CO-CH2-0H; B, worin
R = CH(OH)-CH3s; C, worin R = CO-CHs, und D, worin
R = C:Hs bedeutet, trennt.

10. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie eine oder mehrere antibiotische Substanzen

gemiss Anspruch ! in Mischung mit einem pharmazeutisch
verwendbaren Tréger enthalt.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf neue Anthra-
cyclinglycosidantibiotika, die im folgenden als «Glycoside
A, B, C und D» bezeichnet werden, sowohl als rohe Konzen-

10 trate in verdiinnter Form als auch in reiner kristalliner Form.
Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf die Herstellung
dieser Verbindungen durch Fermentation eines Mutanten-
stammes von Streptomyces peucetius var. caesius, deren
Gewinnung, Konzentration, Reinigung und Salzherstellung.
Die neuen Anthracyclinglycoside zeigen Antitumor- und
antibakterielle Wirksamheit. Insbesondere sind die Glyco-
side A und C als Antitumormittel bei Versuchstieren ver-
wendbar.
Der erfindungsgemiss verwendete Mikroorganismus wird
2 durch mutagene Behandlung von Streptomyces peucetius
var. caesius mit N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin
erhalten (Arcamone et al., Biotechnol. Bioengen., 1969, X1,
1101-1110). Dem neuen Stamm wurde die Code-Nummer
B211 F.I. der Farmitalia Collection of Microorganisms
25 gegeben und er wurde bei der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen unter der Nummer 1190 DMS, bei der
American Type Culture Collection, 12301 Park Lawn Drive,
Rockville-Maryland 20852 (USA) unter der Nr. 31366 ATCC
(Hinterlegungstag 27. Januar 1978) und beim Fermentation
30 Research Institute (Japan) unter der Nr. 4363 FRI hinterlegt.
Wie bei vielen Antibiotika produzierenden Kulturen fithrt
die Fermentation des Stammes B211 F.I. zur Bildung einer
Mischung, welche die erfindungsgeméssen antibiotischen
Verbindungen der untenstehenden Formel I-IV enthilt. Vier
35 biaktive Anthracyclinbestandteile, die Glycoside A, B, Cund
D, wurden isoliert.

Es wurde festgestellt, dass die erfindungsgeméssen antibio-
tischen Verbindungen, welche die Glycoside A, B, Cund D
umfassen die folgende Formel aufweisen:
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60 I: Glycosid A, R = -CO-CH20H
II:  Glycosid B, R =-CHOH-CH:
[II: Glycosid C, R =-CO-CHs
IV: Glycosid D, R = -CH>-CHj, die

11-Deoxy-adriamycin fiir Glycosid A (I),

65 11-Deoxy-13-dihydro-daunomycin fiir Glycosid B (1I),
11-Deoxy-daunomycin fiir Glycosid C (I1I) und
11-Deoxy-13-deoxodaunomycin fiir Glycosid D (IV)
entsprechen.



Daunomycin und Adriamycin sind eigene Markennamen
und werden hier fiir Daunorubicin bzw. Doxorubicin ver-
wendet.

Die obigen Anthracyclinglycoside enthalten alle Dauno-
samin (3-Amino-2, 3, 6-trideoxy-L-lyxo-hexose), die Amino-
zuckerkomponente von Daunomycin und Adriamycin (F.
Arcamone, G. Cassinelli, P. Orezzi, G. Franceschi und R.
Mondelli, J. Am. Chem. Soc., 86, 5335, 1964, und eigene
US-PS 590 028). Die Strukturen werden durch Analyse ihrer
IR-, UV-, sichtbaren, Masse- und NMR-Spektren bestimmt
und stimmen mit den im nachstehenden angegebenen chemi-
schen und physikalischen Daten iiberein.

Die neuen Anthracyclinglycosidverbindungen bilden
sowohl mit Sduren als auch mit Basen Salze und pharmazeu-
tisch verwendbare Salze des Komplexes und seiner Bestand-
teile fallen unter den Rahmen der vorliegenden Erfindung.
Beispiele derartiger pharmazeutisch verwendbarer Salze sind
Salze mit Sauren, wie Salz-, Schwefel-, Stickstoff- und Phos-
phorsiure, und mit Metallkationen, z.B. Alkalimetall- oder
Erdalkalimetallkationen, wie Natrium, Kalium, Kalzium
und Magnesium, und auch mit anderen Kationen, wie
dreiwertige Eisenkationen.

Der Mikroorganismus:

Mikroskopische Eigenschaften des Stammes B 211 F.I.
Sporen weisen folgende Grosse auf: 0,9-1,1x1,1-1,6um.
Sie werden einzeln oder sehr hdufig als Paare gebildet, selten
als Biischel, endstiindig auf kurzen Sporophoren, die mono-
podial als Aste an langen, willkiirlich gebildeten Hyphen mit
einer Dicke von 0,5 bis 0,9 um entstehen. Selten werden ses-

sile Sporen beobachtet. Es werden keine polymorphen
Formen gebildet. Luftmycel ist nicht vorhanden.

Makroskopische Eigenschaften des Stammes B 211 F.I.
Die Kultureigenschaften des Stammes B 211 F.I. sind in
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Tabelle I angegeben. Das Wachstum ist im allgemeinen auf
organischen Medien gut und auf synthetischen Medien
weniger gut; auf ersteren ist es im allgemeinen erhaben und
gefurcht und im Aussehen feucht, aber nicht schleimig.

Die Sporulationsschicht dndert das orange-terrakottafar-
bene vegetative Mycel bei Altern auf braun bis fast schwarz.
Im allgemeinen wird kein 16sliches Pigment gebildet. Bei
Temperaturen iiber 40°C wird kein Wachstum festgestelit.
Die physiologischen und biochemischen Eigenschaften des
Stammes B 211 F.I. sind in Tabelle II angegeben.

Identifizierung und Klassifizierung des Stammes B 211 F.IL

Der Stamm B 211 F.L ist klar auf den Genus Micromono-
spora @rskov (Grskov J. «Investigations into the Morpho-
logy of the Ray Fungi», Levin und Maunksgaard, Kopen-
hagen, 1923, S. 171) der Reihe Actinomycetales zuriickzu-
fiihren, u.zw. auf Grund seiner morphologischen und Kultur-
eigenschaften. Jedoch ermdglichte eine sorgféltige verglei-
chende Priifung der von Waksman S.A. («The Actinomy-
cetes» Bd. 2, 1961, Williams und Wilkins Co., Baltimore, und
«The Actinomycetes a Summary of Current Knowledge»,
1967, Ronald Press Co.), Luedemann und Brodsky (1963)
und Luedemann G. («Micromonospora Taxonomy»
Advances in Applied Microbiology», 1970, 11, 101-133) fiir
bekannte Arten, die diesem Genus angehdren, beschriebenen
und angegebenen Eigenschaften mit jenen, die der Stamm B
211 F.1. zeigt, keine Identifizierung dieses Stammes mit
irgendeiner der genannten Species, die fiir den obgenannten
Genus angefiihrt sind. Wegen seiner speziellen Carbohydrat-
verwertung und im Hinblick auf die Tatsache, dass er neue
Anthracycline produziert, kann geschlossen werden, dass der
Stamm B 211 F.1. sich von allen bisher beschriebenen Species
dieses Genus unterscheidet und eine neue Species ist. Der
Name Micromonospora peucetica sp. nova wurde diesem
Stamm gegeben.
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Tabelle I1

Physiologische und biochemische Eigenschaften des

Stammes B211 F. L.

Verwertung von: Glucose +
Verwertung von: Saccharose +
Verwertung von: D-Xylose +
Verwertung von: M-Mannit +
Verwertung von: M-Inosit +
Verwertung von: L-Arabinose +
Verwertung von: D-Fructose +
Verwertung von: Adonit +
Verwertung von: Lactose +
Verwertung von: d(+)-Mannose +
Verwertung von: Maltose +
Verwertung von: Raffinose +
Verwertung von: L-Rhamnose +
Verwertung von: a-a-Trehalose +
Verwertung von: Asculin +
Verwertung von: Glycerin +
Verwertung von: Na-Citrat +
Verwertung von: NHa-Succinat +
Verwertung von: Na-Acetat +
Verwertung von: NHs-Tartrat +
Verwertung von: Glycogen -
Verwertung von: Paraffin -
Negative Kontrolle:

Verfliissigung von Gelatine +
Tyrosinzersetzung +
Malaninbildung +
Starkehydrolyse +
H:S-Bildung -
Nitratreduktion +
Milch (Pepton und Koag.)

gebildete Antibiotika: neue Anthracycline

+ = positive Reaktion

~ = negative Reaktion

" Das Medium fiir den Carbohydratverwertungstest wurde von R. D. Gordon
und M. L. Smith, supra, beschrieben; die fiir die anderen physiologischen Re-
aktionen verwendeten Medien sind von S. A. Waksman, 1961, supra, angege-
ben.

Fermentierungsverfahren

Die Produktion wird durch iibliche, wohlbekannte
Methoden durchgefiihrt und besteht im Kultivieren des
Mikroorganismus in einem vorher sterilisierten fliissigen
Kulturmedium unter aeroben Bedingungen in der Regel bei
einer Temperatur von 25 bis 37°C (vorzugsweise bei 28°C)
wihrend 5 bis 30 Tagen (vorzugsweise 15 Tagen) und bei
einem pH-Wert von zunéchst 6,5 bis 7,0 und am Ende der
Fermentation von 6,5 bis §,0.

Das Kuturmedium besteht aus einer Kohlenstoff- und
einer Stickstoffquelle sowie aus Mineralsalzen. Die Kohlen-
stoffquelle kann beispielsweise Stirke, Dextrin, Glucose,
Glycerin, Mannit, Maltose, Getreideweiche, Trebern, Soja-
bohnend! oder Sojabohnenmehl sein. Die Stickstoffquelle
kann ausser den oberwihnten komplexen Substanzen, die
Stickstoff enthalten, beispielsweise Trockenhefe, Fleisch-
pepton oder Casein sein. Gute Ergebnisse werden sogar
durch Verwendung von Ammoniumsalzen, wie Ammonium-
nitrat, Ammoniumsulfaten, Diammoniumphosphaten,
erhalten. Die Mineralsalze variieren entsprechend dem ver-
wendeten Medium. In einem Medium, das komplexe Sub-
stanzen, wie verschiedene Mehle und Fermentationsriick-
stiinde, enthilt, hat sich der Zusatz von Kalziumcarbonat
und Natrium- oder Kaliumphosphaten als zweckmdssig
erwiesen. In Medien, die Glucose oder Ammoniumsalze ent-

halten, sind wesentlich héhere Mengen an Mineralsalzen, wie

5 640 246
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Spurenelementen, wie Eisen, Zink, Kupfer, Magnesium und
Mangan, notwendig. Die Fermentation kann in Erlenmeyer-

Kolben oder in Laboratoriums- oder Industriefermentern mit
verschiedenem Fassungsvermdgen durchgefiihrt werden.

i

Analytische Methoden
Proben der Fermentationsbriithen und der rohen Zuberei-
tungen werden unter Verwendung von Whatman Nr.

10 1-Papier, gepuffert mit M/15 Phosphatpuffer auf pH 5, 4,
Papierchromatographie unterworfen, wobei als Eluierungs-
mittel eine Mischung von n-Propanol: Athylacetat: Wasser
(7:1:2) verwendet wird. Die Papierstreifen werden einer
Bioautographie gegen Bacillus subtilis unterworfen und es

15 wurde gefunden, dass vier antibiotische Substanzen auf-

treten. Diese werden als Glycosid A (Rf 0,30), B (Rf0,50), C

(Rf 0,55) und D (Rf 0,65) bezeichnet.

Rohe Zubereitungen werden unter Verwendung von
vorher iiberzogenen TLC-Platten aus Silikagel 60-F-254
(Merck) Diinnschichtchromatographie (TLC) unterworfen,
wobei als Eluierungsmittel eine Mischung aus Chloroform:
Methanol:Essigsdure:Wasser (80:20:14:6) verwendet wird. Es
treten vier gelbe Verbindungen auf, die Glycosid A (Rf 0,50),
B (Rf0,55), C (Rf 0,65) bzw. D (Rf 0,70) entsprechen.

25 Eine quantitative Bestimmung der gesamten, in den Fer-

mentationsbriihen vorhandenen gelben Bestandteile kann

wie folgt durchgefiihrt werden. Zu einer Probe der Briihe, auf
pH 8,6 eingestellt, werden zwei Volumina Chloroform:Me-
thanol (9:1) zugesetzt. Die erhaltene Mischung wird 1 min bei

R.T. beschallt. An einer Probe der organischen Phase, die mit

saurem Methanol verdiinnt ist, kann der Gesamtgehalt der

gelben Anthracycline und deren Aglycone spektrophotome-
trisch bei 418 nm bestimmt werden. An einer Probe der orga-
nischen Phase, die unter vermindertem Druck konzentriert

35 wurde, kann die quantitative Bestimmung der einzelnen Gly-
coside durch priparative TLC unter Verwendung des oben
angegebenen Systems erhalten werden. Die verschiedenen
gelben Zonen werden abgekratzt und mit Methanol eluiert.
Jeder Bestandteil wird spektrophotometrisch bei 418 nm

40 bestimmt. Glycosid A ist in den Fermentationsbrithen
gewdhnlich der Hauptbestandteil.

2

S

3

t]

Isolierverfahren
Nach der Fermentation sind die aktiven Verbindungen in

45 den Mycelen und in der Fermentationsfliissigkeit enthalten.
Der antibiotische Anthracyclinkomplex kann bei pH 8,5 bis
9,0 in Form freier Basen aus der Kulturbriihe «insgesamt»
mit einem mit Wasser nicht-mischbaren organischen
Losungsmittel, wie Butanol, Methylisobutylketon, Chloro-

50 form, Methylendichlorid oder Athylacetat, extrahiert
werden. Vorzugsweise werden die Mycele und die Fermenta-
tionsfliissigkeit durch Filtrieren bei pH 4 mit Hilfe von Di-
atomeenerde getrennt und dann getrennt extrahiert.

Der Filtrationskuchen wird mit einer Mischung eines in

ss Wasser 16slichen Losungsmittels, wie Aceton, Methanol oder
einem anderen nied. Alkohol, und einer wéssrigen 0,1N
Losung einer anorganischen oder organischen Séure, wie
Salzsdure, Schwefelsiure oder Essigsdure, extrahiert. Im all-
gemeinen wird eine Mischung aus Aceton:0,1N Salzséure im

60 Verhaltnis 4:1, bezogen auf das Volumen, verwendet. Die
Mycelextrakte werden gesammelt, auf einen pH-Wert von 4
eingestellt und dann unter vermindertem Druck eingeengt.
Das wissrige Konzentrat wird mit der filtrierten Brithe ver-
einigt, auf einen pH-Wert von 8,5 bis 9,0 eingestellt und dann

65 mit einem mit Wasser nicht-mischbaren organischen
Losungsmittel, vorzugsweise Chloroform oder n-Butanol,
extrahiert. Die Extrakte werden unter vermindertem Druck
eingeengt und der Anthracyclinkomplex wird durch Zusetzen
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von 5 Volumina n-Hexan ausgefillt. Die Bestandteile des
rohen Komplexes werden dann fraktioniert und durch Séu-
lenchromatographie gereinigt.

Reinigungsverfahren

Die weitere Reinigung des antibiotischen Komplexes und
dessen Trennung in die vier Bestandteile kann durch Sau-
ienchromatographie mit Silikagel bewirkt werden. Das rohe
orange-braune Pulver wird in Chloroform geldst und die
Lésung, gemischt mit 1 Aquivalent methanolischem Chlor-
wasserstoff, auf Silikagel mit Mischungen aus Chloroform,
Methanol und Wasser chromatographiert. Die Bestandteile
D und C werden zuerst mit einer 94,8:5,0:0,2-Mischung
eluiert. Die Glycoside B und A folgen mit einer 89,5:10:0,5-
Mischung. Die Komponenten werden gewdhnlich getrennt,
wie durch Papier- und Diinschichtchromatographie gezeigt,

und die vier Bestandteile werden als Hydrochloride in kristal-

liner Form erhalten.

Chemische und physikalische Eigenschaften
Die neuen Antibiotika der vorliegenden Erfindung

besitzen einige gemeinsame Eigenschaften, doch kénnen sie
auf Grund ihrer chemischen und physikalischen Merkmale
unterschieden werden. Alle neuen Anthracycline besitzen
eine vergleichbare Loslichkeit; als freie Basen sind siein
Chloroform, Methylendichlorid, Aceton, Methanol,
Athanol, wisserigen Alkoholen, saurem Wasser, Dioxan und
Pyridin I6slich, aber wenig 16slich oder unldslich in Didthyl-
ither, n-Hexan, Cyclohexan und Petroldther; als Hydrochlo-
ride sind sie in Wasser, Methanol, Athanol und wisserigen
Alkoholen 16slich, aber unlslich in Aceton, Benzol, Chloro-
form, Didthylither und Petroldther. Sie konnen als Indika-
toren, die in neutralen und sauren Losungen orange-gelb sind
und in welchen sie auch unter UV-Licht orange-rote Fluores-
zenz zeigen, verwendet werden. Ihre alkalischen Losungen
15 sind rotbraun und, wenn sie mit alkoholischem Magnesium-
acetat behandelt werden, ergeben sie rote Losungen.
All diese Eigenschaften und die Absorptionsspekira inden
UV- und sichtbaren Zonen zeigen, dass diese neuen Verbin-
dungen zu der Gruppe der Anthracyclinantibiotika gehoren.
20 Die chemischen und physikalischen Eigenschaften der Gly-
coside A, B, C und D, als Hydrochloride isoliert, sind in
Tabelle 11T angegeben.

w

Tabelle 111
Eigenschaft Glycosid A. HCI Glycosid B. HCI Glycosid C.HCl Glycosid D.HCI
Fp. 171-173°C (Zers.) 163-164°C (Zers.) 175-176°C (Zers.) 140-150°C (Zers.)
[aJ (c= 0,2 in Methanol) +111° +107° +139° +122°
UV- und sichtbare Spektren
A0 228,260,418 nm 228,260,418 nm 228,260,418 nm 228,260,418 nm
Elim 645,420,193 640,410,179 713,450,199 610,395,171
AP Puller 235,262,426 nm 235,262,426 nm 235,262,426 nm 235,262,426 nm
Elim 600,406,161 605,400,160 617,424,166 580,400,160
ADOINNOH 510nm 510nm 510nm 510nm
Elen 120 118 128 110
IR-Spektrum (KBr): cm™ 3700-2400 1200 3700-2400 1195 3700-2300 1195 3700-2400 1190
1725 1180 1665 1180 1710 1115 1665 1180
1670 1115 1625 1115 1670 1085 1625 1180
1625 1085 1585 1050 1625 1010 1585 1040
1585 1055 1485 1010 1585 985 1485 1010
1490 1015 1470 985 1490 835 1465 980
1470 985 1445 940 1470 815 1445 830
1450 940 1420 840 1445 795 1420 750
1420 875 1385 820 1420 750 1385 430
1385 840 1325 750 1385 435 1325
1330 820 1290 435 1325 1295
1300 795 1235 1295 1255
1290 755 1235 1235
1240 440
empirische Formel C27H2sNO10 HCI C2H31NOo.HCI CxH2oNGo.HCI C2:HNOs.HCI
Molgewicht 564 550 548 534

Diese neuen Anthracyclinantibiotika zeigen auch
charakteristische NMR-Spektren. Das Spektrum von Gly-
cosid A, als Hydrochlorid in DMSO-ds, zeigte charakteri-
stische Signale bei 1,143 (d, CH3~C-5"), 3,395 (s, CHs0),
4,605 (breites s, C~14-H?), 4,899 (breites s, C-7-H), 5,278
(breites s, C-1-H), 7,238 (s, C-11-H), 7,4-7,93 (m, C-1-h,
C-2-N und C-3-H) und 13,618 (s, C-6-OH). Das Glycosid,
als Hydrochlorid in DMSO-ds, zeigte Signale bei 1,158 (d,

CH3-C=5), 2,268 (s, CH3CO0), 3,925 (s, CH30), 4,908 (breites

s, C-7-H), 5,265 (breites s, C-1'-H), 7,318 (s, C-11-H),
7,4-7,93 (m, C-1-H, C-2-H und C-3-H) und 13,653 (s,
C-6-OH).

Felddesorptionsmassespektroskopie der freien Basen von

Glycosid A, B, C und D bestitigten die zugeschriebenen
Molekularformeln, wie in Tabelle IV gezeigt.

Tabelle IV
60
Verbindung Molekularformel Molgewicht
ber. gef. m/e
Glycosid A C27H290NOno 527 527 (M%)
65 Glycosid B C27H31NOs 513 514 (MH*)
Glycosid C C21H2oNOo 511 512 (MHY)
Glycosid D C?7H31N08 497 498 (MH")
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Wisserige Saurehydrolyse der Glycoside A, B, Cund D nosamin (3-Amino-2, 3, 6-trideoxy-L-lyxohexose) identifi-
ergab vier verschiedene wasserunlésliche gelbe Aglyconeder  ziert wurde, die Aminozuckerkomponente von Daunomycin
Formeln V bis VIIL. Die wiisserigen 1oslichen Fraktionen ent-  und Adriamycin.
hielten denselben reduzierenden Aminozucker, der als Dau-

OH (V - VIIT)
| }
OCH OH
3 C oM

V: Algycon A, R = COCH.0H 11-Deoxy-daunomycinon fiir Aglycon C (VII) bzw.
VI Aglycon B, R = CHOH-CH; 11-Deoxy-13-deoxo-daunomycinon fiir Aglycon D (VIII)
VII:  Aglycon C, R = COCH; entsprechen.
VIII. Aglycon D,R = CH:CHs 20 Die Strukturen der Aglycone wurden durch Analyse ihrer

Die Aglycone A, B, C und D sind neue Anthracyclinone, IR-, UV-, sichtbaren, Masse- und magnetischen Resonanz-
die 11-Deoxy-adriamycinon fiir Aglycon A (V), spektren bestimmt. Ihre chemischen und physikalischen
11-Deoxy-13-dihydro-daunomacinon fiir Aglycon B (VI), Eigenschaften gehen aus Tabelle V hervor.

Tabelle V

Eigenschaft Aglycon A Aglycon B Aglycon C Aglycon D
Fp.°C 220 175-180 (Zers.) 213-215 175-180 (Zers.)
[als (c=0,1) +161° (Dioxan) +144° (Methanol)  +164° (Methanol)
UV- u. sichtbare Spektren
Yoch 227,259,418 nm 227,258,418 nm 227,258,418 nm 227,258,418 nm
Elin 895,640,268 930,660,317 990,640,280
empirische Formel C21H1:0s C21H200- C21Hi:0- C21H2006
Molgewicht
berechnet 398 384 382 368
gefunden m/e 398 (M) 384 (M) 382 (M*) 368 (M*)

Biologische aktive Daten

a) Antibakerielle Wirksamkeit Mikroorganismen unter Anwendung des Standardrohrver-

Die «in vitro» minimalen Hemmungskonzentrationen diinnungsverfahrens bestimmt und sind in Tabelle VI ange-
(MIC) der Glycoside A, B, C und D wurden fiir bestimmte 45 geben.

Tabelle VI
Testorganismus MICin pg/ml
Glycosid A (I) B(II) C{1m Dv)

Staphylococcus aureus 209 P 125 1000 62 250
Staphylococcus aureus 153 500 1000 250 1000
Sarcina lutea ATCC 9341 100 100 12,5 25
Bacillus subtilis ATCC 6633 100 100 50 100
Escherichia coli B 50 100 25 50

b) Antitumorwirksamkeit
Die neuen Verbindungen wurden gegen HeLa-Zellen in C 0,05 ug/ml, fiir Glycosid A 0,1 ug/ml, fiir Glycosid D 0,22

vitro (Zeit der Einwirkung der Heilmittel 24h) und auf ug/ml und fiir Glycosid B 0,44 ug/ml betrigt.

L1210-und P 388-Leukimie an Mausen im Vergleich mit Die in vivo-Daten, die bei Méusen erhalten wurden, sind
Daunorubicin getestet. Die Ergebnisse der in vitro-Versuche 65 in Tabelle VIII angegeben. Glycosid A war gegen P 388-Leu-
gehen aus Tabelle VII hervor. Es kann festgestellt werden, kimie in einer Dosis von 66 mg/kg wirksam und bei der

dass alle Verbindungen, die Zellenentwicklungsfihigkeit von ~ Dosis von 100 mg/kg toxisch; bei der tolerierten Dosis war
HeLa-Zellen in vitro hemmten, wobei die IDso fiir Glycosid ~ die Antitumorwirksamkeit hoher als jene von Daunorubicin.
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Tabelle VII F.I., wurde 25 Tage lang bei 28°C auf Schrigagar mit dem
Wirkung auf die Entwicklungsfihigkeit von HeLa-Zellen in Aufrechterhaltungsmedium SA geziichtet. Das Medium SA
vitro hatte die folgende Zusammensetzung:
Verbindung Dosis* Anzahl von 1Dso 5 Glucose 3%, 3%
(ng/mb) Kolonien®*% _ (ng/ml) Brauerei-Trockenhefe 1,2%
. Natriumchiorid 0,1%
Daunorubm}n 12,6 35-15 6-7 Kaliumdihydrogenorthophosphat 0,05%
(Daunomycin) 6,25 48-66 Kalziumcarbonat 0,1%
. ) 3,12 71-80 10 Magnesiumsulfat 0,005%
Glycosid A(I) 200 1 Ferrosulfatheptahydrat 0,0005%
100 63 105 Zinksulfatheptahydrat 0,0005%
0 73 Cuprisulfatpentahydrat 0,0005%
. 25 74 Agar 2%
Glycosid C(I1I) 200 3 15 Leitungswasser bis zu 100%.
100 44 54
50 54

. Die Sterilisierung wurde durch Erhitzen in einem Auto-
Glycosid D(IV) 400 0 klaven bei 120°C wihrend 20 min bewirkt.

200 53 220 Die Mycelmatte der so erhaltenen Kultur wurde abgekratzt
) 100 109 20 und in 3 ml sterilem destillierten Wasser suspendiert. Die
Glycosid B(II) 1600 0 Suspension wurde in 300-ml-Erlenmeyerkolben mit einem
800 20 440 Gehalt von 60 ml des folgenden fliissigen Wachstumsme-
400 66 diums angeimpft:
* HeLa-Zellen wurden den Heilmitteln 24 h lang ausgesetzt und dann plattiert. 25 Brauerei-Trockenhefe 0,3%
P:e Koloriienanzahl wurde 5 Tage spiter festgestelit. Pepton 0,5%
% gegeniiber unbehandelten Kontrollen Kalziumnitrattetrahydrat 0,05%
Leitungswasser bis zu 100%.
Tabelle VIII .
oy : ) B Afs 30 Die Sterilisierung wurde durch Erhitzen in einem Auto-
Wirkung gegen P 388-und L 1210-Leukdmie bei Mausen klaven bei 120°C wihrend 20 min bewirkt. Der pH-Wert des
Verbindung Dosis*  T/C% toxische Mediums betrug nach der Sterilisierung 6,8 bis 7,0.
(mg/kg) L1210 P388  Todesfille* Die angeimpften Kolben wurden 8 Tage lang bei einer
Temperatur von 28°C auf einem Drehschiittler bei 250 UpM,
Daunorubicin 2,9 133-133 199 35 der einen Kreis mit einem Durchmesser von 7 cm umschrieb,
44  140-133 200 geschiittelt. 5 ml der wie oben geziichteten Kultur wurden in
6,6 111-133 223 14/26 einen 300-ml-Erlenmeyerkolben mit einem Gehalt an 50 ml
Glycosid A (1) 2,9 111 des folgenden Produktionsmediums eingeimpft:
6,6 128
10 122 40 Glucose 6%
66 245 Brauerei-Trockenhefe 3%
100 254 1/10 Natriumchlorid 0,2%
Glycosid C (IIT) 2,9 100 Kaliumdihydrogenorthophosphat 0,1%
6,6 117 Kalziumcarbonat 0,2%
15 122 45 Magnesiumsuifat 0,01%
100 181 3/8 Ferrosulfatheptahydrat 0,001%
150 45 3/19 Zinksulfatheptahydrat 0,001%
Glycosid D (IV) 2.9 100 Cuprisulfatpentahydrat 0,001%
6,6 100 Leitungswasser bis zu 100%.
15 111 50
125 18 5/5 Das Sterilisieren wurde durch Erhitzen im Autoklaven bei
250 0 9 5/5 115°C wihrend 20 min bewirkt.
Glycosid B (IT) 29 100 Die Kolben wurden 25 Tage lang bei 28°C unter Bedin-
6,6 122 gungen bebriitet, die mit jenen fiir die Animpfphase identisch
15 122 55 sind. Die maximale Konzentration der aktiven Verbin-
500 9 2/2 dungen wurde zwischen dem 18. und 22. Tag der Fermenta-

tion mit einer Produktion von 90 mcg/ml erziehlt.

* Miuse wurden intraperitoneal einen Tag nach der Tumorzellenanimpfung

behandelt.
** Die Bewertung erfolgte auf Grundlage der makroskopischen Autopsieunter- 60 Beispiel 2
suchungen. Eine Kultur des Stammes B 211 F.I. wurde 14 Tage lang,

wie in Beispiel 1 beschrieben, geziichtet und die Mycelmatte,
Die folgenden Beispiele sollen die vorliegende Erfindung die, wie in Beispiel 1 beschrieben, gesammelt wurde, wurde in

niher erldutern, ohne dass diese jedoch hierauf beschrinkt 300 ml-Erlenmeyerkolben mit einem Gehalt an 50 ml des fol-
sein soll. 5 genden fliissigen Wachstumsmedium eingeimpft:
Beispiel 1 16sliche Starke 4%

Eine Kultur von Micromonospora peucetica, Stamm B 211  Sojabohnenmehl 1,5%
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Brauerei-Trockenhefe 0,5%  von etwa 200 ml eingeengt. Durch Zusetzen 1 | n-Hexans fiel

Getreideweiche 0,8%  derrohe Komplex als gelb-braunes Pulver (7 g) aus.

Kalziumcarbonat 0,3%

Kaliummonohydrogenorthophosphat 0,05% Beispiel 4

Magnesiumsulfat 0,025% 5 Eine Chloroformidsung des rohen Komplexes als freie

Kaliumchlorid 0,025%  Base (6 g in 200 ml) wurde nach Behandlung mit 10 ml IN

Leitungswasser bis zu 100%. methanolischen Chlorwasserstoffs auf eine Kieselsduresdule

(hergestellt in Chloroform) aufgebracht. Die Sdule wurde mit

Der pH-Wert von 5,7 wurde vor der Sterilisierung mit Chloroform gewaschen, worauf mit einer Mischung aus

Natriumhydroxy auf 7,5 erhoht. Die Sterilisierung wurde bei 10 Chloroform, Methanol, Wasser (94,8:5:0,2) eluiert wurde.

120°C wihrend 20 min bewirkt. Die erste gelbe Fraktion enthielt einige Aglycone, die néch-
Nach 4 Tagen Bebriitung unter den in Beispiel 1 beschrie- sten zwei gelbe Banden enthielten das Glycosid D bzw. C.

benen Bedingungen wurden 5 ml der so geziichteten Kultur Die Eluierung wurde mit einer Mischung aus Chloroform,

in 300 ml-Erlenmeyerkolben mit einem Gehalt an 50 ml des Methanol, Wasser (89,5:10:0,5) fortgesetzt, bis zwei andere

oben beschriebenen Mediums eingeimpft. } 15 gelbe Banden, entsprechend den Glycosiden B und A, eluiert

Dann wurden die Kolben unter den gleichen Bedingungen,  wurden. Die Fraktionen, die diese vier Banden enthielten,
wie oben beschrieben, 10 Tage lang bebriitet. Die maximalen ~ wurden getrennt unter vermindertem Druck konzentriert,

Konzentrationen der aktiven Verbindungen wurden zwi- wobei die praktisch reinen Hydrochloride von Glycosid D
schen dem 8. und 9. Tag der Fermentation mit einer Produk- (0,2 g), Glycosid C (0,4 g), Glycosid B (0,2 g) und Glycosid A
tion von 15 meg/ml erzielt. 20 (0,6 g) als mikrokristalline Pulver erhalten wurden. Durch

Umkristallisieren der Glycoside A und C aus Methanol:
n-Butanol wurden die entsprechenden reinen Hydrochloride

Beispiel 3 als gelb-orangefarbene Kristalle erhalten, Fp. 171-173°C mit

Das gesamte Bier (20 1) aus einer geméss Beispiel 1 erhal- Zersetzung fiir Glycosid A, Fp. 163-164°C mit Zersetzung fiir
tenen Fermentation wurde mit Salzsdure auf einen pH-Wert 25 Glycosid B, Fp. 175~176°C mit Zersetzung fiir Glycosid C
von etwa 4 eingestellt und unter Verwendung von 3% Di- und Fp. 140-150°C mit Zersetzung fiir Glycosid D.
atomeenerde als Filterhilfe filtriert, wobei ein Kuchen und
ein Filtrat erhalten wurden, die getrennt extrahiert wurden. Herstellung des Aglycons A
Der nasse Filterkuchen wurde mit etwa 4 1 einer Mischung Eine 250-mg-Probe von Glycosid A wurde in 10 ml1 0,2N
aus Aceton und 0,1 N wisseriger Salzsdure (80:20) behandelt. 30 wisseriger Salzsdure gelost und die Losung wurde 1 h auf
Nach Filtration gewihrleistete eine zweite Behandlung mit 95°C erhitzt. Ein kristalliner gelb-orangefarbener Nieder-
weiteren 3 1 angesduertem Aceton die vollstdndige Extraktion  schlag wurde nach Kiihlen durch Filtration gesammelt, mit
der aktiven Verbindungen. Die kombinierten wisserigen Wasser gewaschen und {iber Phosphorpentoxyd iiber Nacht

Acetonextrakte wurden mit Ammoniumhydroxyd auf einen unter Vakuum getrocknet. Es wurden 170 mg Aglycon A in
pH-Wert von etwa 4 eingestellt, unter vermindertem Druck 35 reiner Form erhalten, Fp. 220°C, m/e: 398 (M*). Nach der

auf etwa 1 1 eingeengt und mit der filtrierten Brithe vereinigt.  Ausféllung des Aglycons wurde die fast farblose wésserige
Die erhaltene Mischung wurde auf einen pH-Wert von etwa saure Losung mit einem Anionenaustauscherharz auf pH 5

8,5 bis 9,0 eingestellt und dann zweimal mit einem halben eingestellt und dann gefriergetrocknet. Der Riickstand (60
Volumen einer Chloroform-Methanol (9:1)-Mischung extra-  mg), aus Methanol: Aceton kristallisiert, ergab eine kristal-
hiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden mit 40 line Verbindung, Fp. 166°C (Zers.), die durch direkten Ver-
Wasser gewaschen, iiber wasserfreiem Natriumsulfat gleich mit einer authentischen Probe als Daunosamin identi-

getrocknet und unter vermindertem Druck auf ein Volumen fiziert wurde.
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